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ВВЕДЕНИЕ
Информация о происхождении продукта является 

весомым аргументом, который не в последнюю оче-
редь влияет на решение вопроса о  ввозе пищевой 
продукции из определенных государств. Важность ин-
струмента, предоставляющего надежную и объектив-
ную информацию о происхождении продукции, трудно 
переоценить. С позиции экономики и безопасности, 
это дает возможность контроля соблюдения режима 
ограничений на ввоз продукции из стран с неблагопри-
ятной экологической, санитарной и эпидемиологиче-
ской ситуацией, в том числе из стран, попадающих под 
действие соответствующих экономических санкций. 
Так или иначе, знание региона происхождения служит 
гарантом качества и безопасности пищевой продукции 
и в конечном итоге влияет на цену и спрос.

В настоящее время разработаны различные анали-
тические методы, которые широко используются в кон-
тексте идентификации происхождения пищевой про-
дукции. К ним относятся: изотопные отношения легких 
элементов, элементный анализ, ядерный магнитный 
резонанс, хроматографическое профилирование, ме-
тоды инфракрасной спектроскопии средней и ближней 
областей [2, 7].

Несмотря на то что масс-спектрометрия изотопных 
отношений является самым мощным методом, предо-
ставляющим обширную информацию о  географиче-
ском происхождении объекта исследования [5, 13], 
все чаще появляются публикации о применении раз-
личных комбинаций перечисленных выше методов ис-
следования. Метод GC-C-IRMS в настоящее время не 
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получил широкого распространения в лабораторной 
практике, в литературе описано несколько примеров 
его удачного применения при определении изотоп-
ных отношений углерода в составе жирных кислот [8]. 
Также данный подход был расширен для определения 
δ13N [4], δ18O, δ2H [3] и δ34S [1].

Цель данной работы состояла в оценке возможно-
сти применения покомпонентного изотопного анализа 
производных аминокислот методом, основанным на 
газохроматографическом профилировании, с последу-
ющим определением изотопных отношений углерода, 
при установлении географического происхождения 
мяса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Средства измерений. Для определения изотопных 

отношений δ13С летучих производных аминокислот ис-
пользовали инструментальный комплекс (рис. 1), вклю-
чающий газовый хроматограф Trace GC Ultra (Thermo 
Fisher, Германия) cо встроенным в линию делителем 
потока на масс-спектрометр ISQ (Thermo Fisher, Герма-
ния) и масс-спектрометр изотопных отношений Delta V 
Advantage (Thermo Fisher, Германия) через подключен-
ный интерфейс GC IsoLink (Thermo Fisher, Германия), ос-
нащенный окислительным реактором.

Автоматическое разбавление газообразных продук-
тов, полученных в результате окисления разделенных 
производных аминокислот в окислительном реакторе, 
и подачу стандартных газов обеспечивали с помощью 
интерфейсного устройства ConFlo  IV (Thermo Fisher, 
Германия).

Газы и реагенты: двуокись углерода жидкая с объ-
емной долей основного вещества не менее 99,8% 
в газовом баллоне на 10 л; гелий газообразный марки 
6.0 с объемной долей основного вещества не менее 
99,9999% в газовом баллоне на 40 л; трифторуксусный 
ангидрид > 99% (Panreaс), метанол > 99,9% (Sigma-
Aldrich), дихлорметан > 99,9% (Sigma). 

Получение производных аминокислот
Гидролиз. Навеску пробы 10  мг обезвоженного 

и обезжиренного гомогенизированного мяса вносили 
в виалу и добавляли 0,5 мл 6М HCl, после чего герметич-
но закрывали фторопластовой крышкой и выдержива-
ли в сушильном шкафу при температуре 150 °C в тече-

ние 4 ч. Далее отдували током азота при температуре 
60 °С досуха.

Этерификация. В виалу, после гидролиза, к сухому 
остатку приливали 500 мкл 4M HCl в CH3OH, после чего 
герметично закрывали фторопластовой крышкой и вы-
держивали в сушильном шкафу при температуре 110 °C 

в течение 90 мин. Затем остатки растворителя отдували 
током азота при температуре 40 °С досуха.

Дериватизация. В виалу, после этерификации, до-
бавляли 500 мкл СH2Cl2 и 40 мкл трифторуксусного ан-
гидрида (TFAA), герметично закрывали фторопласто-
вой крышкой и выдерживали в сушильном шкафу при 
температуре 90 °C в течение 1 ч. Далее отдували током 
азота при комнатной температуре досуха, приливали 
1 мл 10% раствора этилацетата в гексане, встряхива-
ли и отбирали 200 мкл, разбавляли в 400 мкл гексана 
и хроматографировали.

Разделение проводили на кварцевой капиллярной 
колонке DB-5 (Agilent, США) длиной 30 м и внутренним 
диаметром 0,25  мм (толщина пленки неподвижной 
фазы 0,25 мкм). Условия разделения и детектирования 
представлены в таблице 1.

Программное обеспечение. Первичные результаты 
были обработаны с  помощью пакета программного 
обеспечения ISODAT 3.0 (Termo Electron, Германия). Ста-
тистическую обработку данных проводили с исполь-
зованием свободного программного обеспечения для 
статистических расчетов – R версии 3.1.2 с использова-
нием следующих программных пакетов: caret  6.0-41 [10], 
e1071 1.6-4 [11], ggplot2 1.0.0 [15], kernlab   0.9-19 [6], 
lattice 0.20-29 [14], MASS 7.3-35 [9], pROC 1.7.3 [12]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Пробы мяса были собраны в 2013–2014 гг. террито-

риальными управлениями Россельхознадзора в пунк-
тах прохождения ветеринарно-санитарного контроля 
для исследований по показателям качества и безопас-
ности. Данная выборка представлена 255 образцами 
из 24 стран по 7 видам мяса (табл. 2). В силу неодно-
родности состава выборки и относительно небольшого 
количества образцов по отношению к охваченной тер-
ритории, результаты исследования на данный момент 
не позволяют определять регион происхождения мяса 
с приемлемым уровнем доверительной вероятности, 

Рис. 1. Схема инструментального комплекса для хроматографического разделения  
и определения изотопных отношений δ13С производных аминокислот

Fig. 1. Platform diagram for chromatography-based separation  
and determination of isotopes ratio δ13С of amino acid derivatives
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но при этом являются достаточными для адекватной 
и состоятельной оценки применимости покомпонент-
ного анализа аминокислот в решении задачи установ-
ления его географического происхождения.

Статистическая обработка. Изотопные отноше-
ния углерода в  составе аминокислот определялись 
методом покомпонентного анализа – GC-C-IRMS. В от-
личие от классического подхода, где результатом опре-
деления δ13С является усредненное значение по всем 
компонентам сложной матрицы, GC-C-IRMS позволяет 
установить величину δ13С для конкретной молекулы 
вещества, тем самым учитывая более тонкие процес-

сы фракционирования, которые будут отличаться для 
разных видов организмов. Из хроматографического 
профиля разгонки гидролизата белковой части было 
выделено 23  компонента, соответствующие 13  ами-
нокислотам: аспарагин (Asn), валин (Val), лейцин (Leu), 
глицин (Gly), лизин (Lys), метионин (Met), пролин (Pro), 
серин (Ser), тирозин (Tyr), треонин (Thr), триптофан (Trp), 
фенилаланин (Phe), цистеин (Cys). 

Ввиду тесной химической связи аминокислот, су-
ществует ярко выраженная корреляция между пере-
менными (рис. 2). Для повышения устойчивости клас-
сификаторов к входным данным применяли процедуру 
трансформации и сжатия методом главных компонент 
(МГК). С  целью выбора и  сравнения линейных и  не-
линейных подходов классификации, в данной работе 
были использованы следующие алгоритмы: метод 
опорных векторов (SVM) с радиальными базисными 
функциями – в качестве функции ядра; линейный дис-
криминантный анализ (ЛДА) – в качестве наиболее рас-
пространенного линейного классификатора.

Точность прогнозирования для ЛДА и SVM составила 
65–75%. Несмотря на то что правильность идентифика-
ции при использовании только покомпонентного анали-
за в решении задачи определения географического про-
исхождения мяса остается невысокой, данный результат 
получен определением всего одного параметра (δ13С) 
в пространстве сильно коррелированных переменных 
(аминокислотных фракций). Таким образом, в комбина-
ции с другими данными, покомпонентный анализ позво-
лит существенно повысить надежность классификации 
за счет расширения размерности по числу переменных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на относительно небольшой объем вы-

борки по отношению к охваченной территории, была 
показана перспективность применения покомпонент-
ного анализа аминокислот с  последующим опреде-
лением изотопных отношений углерода в  качестве 
дополнения к основным подходам в решении задач 
установления географического происхождения мяс-
ной продукции.
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Таблица 1
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от 250 до 280 °С со скоростью 10,0 °С/мин -
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Температура детектора 200 °С -

Температура трансфер-линии 250 °С -

Энергия ионизации 70 эВ -

Температура окислительного 
реактора - 1030 °С

Рис. 2. Матрица корреляции δ13C производных аминокислот
1173, 1187, 1368, 1373, 1438, 1734 – неидентифицированные 
компоненты.

Fig. 2. Correlation matrix of δ13C amino acid derivatives 
1173, 1187, 1368, 1373, 1438, 1734 – not identified components.
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Таблица 2
Состав выборки исследуемых образцов

Страна Код*
Вид мяса

Кол-во проб 
по странам

Свинина Говядина Курица Гусь Индейка Конина Баранина

Аргентина ARG 0 0 0 0 0 5 0 5

Австрия AUT 5 2 0 0 0 0 0 7

Бельгия BEL 5 0 0 0 0 0 0 5

Беларусь BLR 13 1 0 0 0 0 0 14

Бразилия BRA 9 34 8 0 1 0 0 52

Канада CAN 2 0 0 0 0 0 0 2

Дания DNK 6 4 0 0 0 0 0 10

Испания ESP 1 6 0 0 0 0 0 7

Финляндия FIN 0 0 3 0 0 0 0 3

Франция FRA 4 0 0 0 0 0 0 4

Германия DEU 11 0 0 0 0 0 0 11

Венгрия HUN 0 0 0 2 0 0 1 3

Италия ITA 0 1 0 0 0 0 0 1

Литва LTU 0 7 0 0 0 0 0 7

Молдова MDA 0 0 0 0 0 1 1 2

Мексика MEX 0 4 0 0 0 0 0 4

Нидерланды NLD 1 0 0 0 0 0 0 1

Новая Зеландия NZL 0 0 0 0 0 0 4 4

Польша POL 0 6 0 0 0 0 0 6

Парагвай PRY 0 1 0 0 0 0 0 1

Россия RUS 0 11 6 0 0 0 18 35

Украина UKR 7 46 3 0 0 0 0 56

Уругвай URY 0 1 0 0 0 0 1 2

США USA 0 6 7 0 0 0 0 13

Кол-во проб по виду мяса 64 130 27 2 1 6 25 255

* Согласно стандарту ISO 3166-1.


